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論文内容の要旨
本論文は， タンパク質配列空間内の地形を実験的に解析し，その結果から進化分子工学的に有用な手法を開発した
ことを示している。
緒言では，変異と選択を繰り返し行う進化分子工学的手法の背景，さらに本研究の目的，およびその意義について
記述している。
第一章では進化分子工学的手法を用いて，より効率的に酵素の機能を改良するための変異率及びサンプルサイズを
推定する方法の開発に関して記述している。本章では理論的研究により 3 つの地形の特徴を表すパラメータ- 1) ア
ミノ酸置換による機能の変化の平均， 2) 分散， 3) 変異の非加法性の度合い，がこの推定に必要であることを明ら
かにしている。さらに Bacillω stearothermophilus 由来のカタラーゼ 1 (735アミノ酸)を材料としてランダムな変
異と選択を繰り返し行い，その過程で作成された変異型酵素の活性及び熱安定性を測定し，上記 3 つのパラメーター
を統計的解析により求めている。これらの値を用いると作成されるライブラリーの変異型酵素の性質の分布を予測で
きている。さらには任意の活性，熱安定性などの機能をもっ酵素を得るために最低必要なライブラリーサイズ， ライ
ブラリー作成の際の変異率を知ることができることが示されている。よって， これら 3 つのパラメーターにより作成
されるライブラリーの変異型酵素の性質の分布を推定でき，結果として効率的にタンパク質の改変が行えることが示
されている。
第二章ではランダム点変異と異なる新しい変異の導入法を開発したことを記述しているD カタラーゼ I の熱安定性
は以前の報告から点変異を導入することにより向上させることは難しいことが示唆されている o そこで点変異と異な
る方法， ランダム伸長変異(16アミノ酸のうち 10アミノ酸がランダムであるような配列を酵素の C末端に付加する方
法)をカタラーゼ I に導入している O その結果，野生型及び変異型カタラーゼ 1 (I108T /D130N/I222T) の熱安
定性や活性の上昇が確認されている。伸長変異は配列空間の新しい次元に地形を開くことに対応している。従って，
これらの結果はそれにより酵素の機能を改良する可能性が与えられることを示している o
最後に，以上で得られた知見を総括し，さらに進化分子工学に関する研究の将来展望について記述している。
論文審査の結果の要旨
過酷な工業過程に利用できるように，酵素の性質を改良する方法を科学者は熱心に探し求めているO 細菌のカタラー
ゼは過酸化水素を分解する工業的に重要な酵素で，非常に高い温度にも耐性な Bαcillus stearothermophilus から野
生型が単離されているので， これをさらに改良するのは難しい。本論文は進化分子工学的手法によりこのカタラーゼ
I の活性や熱安定性を高くする方法の開発に関して論じたものである o 得られた結果を要約すると以下のようであるo
1 )ランダム点変異と選択を繰り返し行う進化分子工学的手法がタンパク質の機能を改良する有効な手法であるこ
とがカタラーゼ I を用いた実験結果から示されている o
2 )進化分子工学的手法を用いて，より効率的に酵素の機能を改良するための変異率及びサンプルサイズを推定す
るためには 3 つのパラメーター，①アミノ酸置換による機能の変化の平均，②分散，③変異の非加法性の度合
い，が必要であることを理論的研究により明らかにしている o
3) これらのパラメーターを実験結果から求め，実際に進化分子工学に応用できることを実験で示している。
4) カタラーゼ I の熱安定性は以前の報告から点変異を導入することにより向上させることは難しいことが示唆さ
れているo そこで点変異と異なる方法であるランダム伸長変異(16アミノ酸のうち 10アミノ酸がランダムであ
るような配列を酵素の C末端に付加する方法)をカタラーゼ I に導入している。
5 )野生型の酵素にランダム伸長変異を導入したライブラリーでは58個のクローンの中から，野生型よりも高い熱
安定性をもっクローンが15個得られている o
6) 高い熱安定性を持つクローンが得られる比率は野生型の酵素にランダム点変異を導入したライブラリーと比較
すると約10倍近く高いものが得られることが述べられている o
7 )また，変異型カタラーゼ 1 (I108T /D130N/I222T) にランダム伸長変異を導入した場合も熱安定性，活性
の高いものが多く取得できているo
8) ランダム伸長変異は配列空間内で次元の拡張に対応しており，概念的に点変異とは異なる方法であり，よって
ランダム点変異とは異なる結果が期待されると結論づけられている o
以上のように，本論文は進化分子工学手法において効率的に酵素の機能を改良する手法の開発について論じている。
これらの結果は適応度地形を考慮することの有用性を示すものであり，生物工学，生化学の分野で貢献するところが
大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める o
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